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摘要 : 有 裂 壶 藻 作 为 一 种 生产 DHA 的 重要 菌 种 ,其 脂肪 酸 合成 途径 除 niei bd 
4B (PKS) 途径 外 ， 还 残存 着 作为 真 核 微 生物 中 常见 的 脂肪 酸 合 酶 (FAS) 途径 中 的 功能 
| EDI IQ 
12-desaturase X iA JE 3k eBXILAEGOEDEONGATMA, i8 E4846 3-X Schizochytrium 
sp. ATCC20888 "P, ZU Z8 46-8. SL ae SE FAS 途径 合成 的 合成 能 力 由 气相 色谱 分 析 转 化 。 通 
过 分 子 水 平 检测 确定 目的 功能 基因 已 稳定 转化 后 ,再 株 油脂 中 相关 脂肪 酸 含量 分 布 情况 。 经 

过 长 期 筛选 验证 ， 最 终 证 明 获 得 了 两 株 阳 性 转化 株 , 其 生物 量 初 步 测定 分 别 较 野 生 株 提高 
11. 14% 和 4. 12%， 其 油脂 中 DH 含量 分 别 较 野生 株 提高 了 19.50% 及 14. 65%。 


关键 词 基因 工程 脂肪 酸 合 酶 途径 ZbapiE DHA 


Abstract As an excellent species for the production of DHA, Schizochytrium sp. has 
two distinct pathways for producing DHA, fatty acid synthase pathway and polyketide 
synthase pathway, of which fatty acid synthase pathway played limited role in the 
DHA synthesis process due to its low activity of one or more of the enzymes, resulted 
in its only responsible for some short chain fatty acid synthesis. In order to enhance 
the ability of fatty acid synthase pathway for producing DHA in Schizochytrium sp. 
to improve the DHA content of its oil, the exogenous /A12-desaturase expression 


plasmid with screening markers for Schizochytrium sp. ATCC20888 from the brown algae 
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was constructed, then Schizochytrium sp. were transformed through electroporation. 
After long-term screening, two positive transformants were obtained by DNA and RNA 
identification. Their initial biomass measurements were 11. 14% and 4. 12% higher than 
the wild strains while the DHA content in oils and fats were 19. 509; and 14. 65% higher 


than the wild strains. 


Key words Genetic Engineering Fatty Acid Synthase Pathway Schizochytrium sp. DHA 


引言 

DHA《〈 二 十 二 碳 六 烯 酸 ) 作为 人 体 的 必须 脂肪 酸 之 一 ， 是 人 类 的 大 脑 ， 大 脑 皮 层 、 皮 肤 
和 视网膜 的 重要 组 成 部 分 ,合理 应 用 能 够 提高 人 类 的 认 知 能 力 、 降 低 心 血管 疾病 风险 、 抵 抗 
炎症 等 "。 目 前 DHA 广泛 应 用 于 保健 品 、 食 品 添加 剂 、 饲 料 等 ， 随 着 人 们 生活 水 平 的 提高 ， 
对 DHA 的 需求 也 日 益 增加 。DHA 主要 有 两 种 来 源 : 鱼油 和 微薄 油 ; 微 藻 油 相 比 鱼油 要 安全 、 
稳定 ， 人 体 代 谢 吸收 率 高 ， 无 异味 ， 重 金属 含量 低 ， 对 环境 更 友好 ， 因 而 寻找 高 产 DHA R$ 
种 具有 重要 的 意义 ”。 


裂 谈 藻 有 具有 生长 繁殖 快 、 发 酵 周 期 短 、 不 饱和 脂肪 酸 组 成 简单 、DHA 含量 高 、 品 质 好 、 
易于 提取 以 及 对 人 畜 无 毒害 等 特点 ， 是 目前 最 佳 DHA 工业 化 生产 菠 种 之 一 ”。 裂 壶 菠 内 脂肪 
酸 代谢 存在 脂肪 酸 合 酶 CFASO MRA (PKS) WRR”, FAS 途径 是 以 乙酰 coA、 
HREH coA 为 底 物 , 首先 在 FAS 复合 酶 的 作用 下 生成 软 脂 酸 ， 又 在 碳 链 延 长 酶 作用 下 生 
成 硬 脂 酸 ， 随 后 在 一 系列 脱氧 酶 /延长 酶 (^9-desaturase. ^12-desaturase. ^ 
6-desaturase、A5-desaturase、A4-desaturase、n-3 desaturase 及 一 些 延 长 酶 等 ) 作 
用 下 生成 包括 终 产 物 DHA 在 内 的 一 系列 不 饱和 脂肪 酸 ; PKS 途径 则 是 PKS 多 酶 复合 体 以 乙酰 
-辅酶 A 和 丙 二 酸 单 酰 coA 为 底 物 ， 通 过 形成 一 系列 酯 酰 中 间 体 最 终生 成 EPA 和 DHA; PKS 
途径 通常 省 略 了 FAS 循环 中 的 脱水 步 又, 烯 脂 酰 中 间 体 减少 ,整个 途径 中 生成 含有 酮 基 和 羟 
基 的 中 间 体 , 两 者 最 终生 成 DHA 的 中 间 产 物 不 同 。 同 时 ， 研 究 表明 “"”， 裂 壶 藻 合 成 DHA 主要 
依靠 PKS 途径 ，FAS 途径 由 于 其 某 个 或 某 些 功能 酶 的 活性 低下 在 裂 壶 洛 DHA 合成 过 程 中 作用 
有 限 ， 只 负责 一 些 短 链 脂肪 酸 的 合成 。 其 中 ，2009 年 ，Lippmeier 等 "通过 放射 性 脂肪 酸 标 
记 追 踪 以 及 色谱 分 析 技术 对 PKS 途径 基因 缺陷 型 Schizochytrium sp. ATCC20888 的 表 型 分 析 ， 
MERTER FAS 脂肪 酸 合成 途径 无 法 正常 运作 的 原因 可 能 是 由 于 FAS 途径 中 人 A 
12-desaturase 活性 过 低 导 致 的 。2015 Æ, Ren 等 "将 外 源 w-3 desaturase 基因 成 功 转 入 
Schizochytrium sp. HX -308， 通 过 分 析 转 化 株 脂 肪 酸 组 成 ， 发 现 @-3 desaturase 外 源 基 
因 的 引入 使 有 裂 壶 藻 脂 肪 酸 代谢 朝 着 有 利于 DHA 合成 的 方向 进行 , 证 明了 通过 改造 裂 壹 藻 FAS 
合成 多 不 饱 脂肪 酸 途 径 以 提高 其 油脂 中 DHA 含量 的 可 行 性 。 


本 研究 运用 基因 工程 手段 , 构建 了 针对 Schizochytrium sp.ATCC20888 的 来 源 于 三 角 宰 
指 菠 的 外 源 A 12-desaturase 表达 载体 ， 用 电击 法 "转化 裂 壶 藻 ， 以 期 增强 其 脂肪 酸 合成 的 
FAS 途径 , 并 最 终 通过 气相 色谱 来 验证 外 源 性 A 12-desaturase 的 引入 是 否 提高 了 裂 壹 菠 DHA 
的 表达 水 平 , 以 及 对 相关 脂肪 酸 合成 的 影响 。 由 于 目前 对 提高 裂 谈 藻 DHA 产量 的 研究 主要 集 
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中 在 优化 培养 基 及 发 酵 条 件 、 筛 选 诱 变 高 产 菌株 等 ,这 些 方法 的 本 质 都 在 于 提高 其 PKS 途径 
合成 DHA 的 能 力 。 通 过 基因 工程 改造 裂 壶 藻 产 多 不 饱和 脂肪 酸 的 FAS 途径 ， 以 期 提高 其 DHA 
产量 ， 不 仅 在 分 子 机 理 上 与 以 往 研 究 不 同 ， 定 向 改造 也 更 加 高 效 ， 此 外 ， 对 研究 裂 壶 藻 合 成 
DHA 的 机 制 也 具有 重要 意义 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.13 ff 


Schizochytrium sp. ATCC20888， 三 角 褐 指 藻 由 本 实验 室 保 存 。 


1.1.2 质粒 
pPICZ A, pBluescriptII SK (+), 、pcDNA3. 1 (+) pUXSHCL 由 本 实验 室 保 存 。 


1.1. 3 实验 试剂 

总 RNA 提 取 试 剂 盒 :PromegaEastepTM; RevertAidu 第 一 链 cDNA 合 成 试剂 盒 : Thermo; HX 
回收 试剂 盒 : Axgen; 质粒 提取 试剂 盒 : Axgen; Jp I: NEB; PrimeSTAR, Spe I. Sac I. 
Bam I~ Not I:Takara; 提 真 菌 基 因 组 试剂 盒 : solarbio 等 。 


1. 1.4 培 养 基 

YPD: 液体 培养 基 为 酵母 粉 10g、 和 葡萄 糖 20g、 和 蛋白 肛 20g 溶 于 1: 1 的 天 然 灭 菌 海水 和 蒸馏 
水 中 ， 定 容 至 1L; 固体 培养 基 每 升 再 加 入 15g 琼 脂粉 ; 121C 灭 菌 20min。LB: 液 体 培养 基 为 LB 
营养 肉 汤 20g 深 于 1L 蒸 馏 水 中 ， 固 体 培 养 基 为 LB 营 养 琼 脂 40g 溶 于 1L 水 中 ;，121C 灭 菌 20min。 
以 上 培养 基 除 葡萄 糖 购 于 天 津 市 化 学 试剂 三 三 外 ， 其 余 均 购 于 索 莱 宝 。 


1.1.5 实验 仪器 
PCR 仪 : eppendorf; 电 转 仪 : Bio-rad; 恒温 振荡 器 :crystal; 人 工 气候 培养 箱 : 哈 尔 
滨 电 子 仪 器 技术 开发 有 限 公 司 ; 冷冻 干燥 机 : CHRIST; 水 浴 锅 : 上 海 精 宏 实 验 设 备 有 限 公 司 


eris 
^de 


1.2 方法 


1.2.1 质粒 的 构建 

设计 裂 壹 藻 18srDNA 同 源 臂 、 三 角 神 指 藻 的 外 源 A 12-desaturase 基因 表达 框 以 及 G418 
抗 性 基因 表达 框 ， 用 Vector NTI 画 出 相应 的 A 12-desaturase 外 源 基因 表达 载体 ， 构 建 质 
粒 所 用 引物 见 表 。 
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Xmnl (8995) 


BamHI (720) 


SacI (7109) 


pBlu2SKP-Pht^12(1 
9310 bp 


三 
LB18S 


/ 广 Upoly 


Spel (3287) 
ubiquitin 
UC 

Pht-A12des 
NotI (4604) 


图 1 表达 载体 pBlu2SKP-PhtA 12 


Fig. 1 Expression vector of pBlu2SKP-Pht 信 12 


(1) 构建 质粒 各 片段 的 克隆 


所 构建 的 质粒 (图 1) 主要 由 同 源 辟 LB18S、RB18S，A 12-desaturase 


pTEF1-pEM7 
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< 


因 


表达 框 ( 三 


fü TEUER] ^ 12-desaturase 的 CDS 区 ， 启 动 子 ubiquitin, 终止 子 Upoly) 以 及 G418 抗 性 


表达 框 〈 启 动 子 PTEF1-PEM7， 抗 性 基因 neo， 终 止 子 CYC1TT) 组 成 。 


以 裂 壶 藻 基 因 组 DNA， 克 隆 其 18S 片段 ，NCBI 比 对 测序 结果 正确 后 。 然 后 以 胶 回 收 的 
18S 为 模板 ， 分 别克 隆 LB18S，RB18S。 提 取 三 角 褐 指 藻 RNA 后 ， 立 即 反 转录 为 cDNA， 然 后 


克隆 三 角 褐 指 藻 的 人 12-desaturase 基因 ， 胶 


| 


收 产 物 记 为 Pht12。 以 质粒 pCXUN 为 模板 ， 


克隆 ubiquitin 启动 子 ， 胶 回收 产物 记 为 Ubi。 以 质粒 pUXSHCL 为 模板 ， 克 隆 Upoly， 胶 回 


LH 


收 产物 记 为 Upoly。 以 pcDNA3. 1 (H 为 模板 ， 克 隆 neo 基因 ， 胶 


收 产 物 记 为 neo。 以 pPICZ 


A 为 模板 ， 克 隆 启动 子 PTEF1-PEM7， 胶 回收 产物 记 为 PTE。 以 pPICZ A 为 模板 ， 克 隆 终止 子 


CYCITT, 胶 回 收 产物 记 为 CYC。 


(2) 构建 质粒 各 部 分 的 连接 


G418 抗 性 表达 框 各 部 分 与 同 源 臂 RB18S、A 12-desaturase 基因 表达 框 终止 子 Upoly、 
质粒 pBluescript IT SK (+) 的 连接 : Æ PCR 连接 RB18S、CYC、neo 片段 三 片段 ， 胶 回收 


LH 


产物 记 为 neo-CYC-RB18S; HixE: PCR 连接 Upoly. PET Pj Hr Et, 胶 
最 后 重 玲 PCR 连接 neo-CYC-RB18S, Upoly-PET 两 片段 ， 胶 回收 产物 记 为 


收 产 物 记 为 Upoly-PET; 


Upoly-PET-neo-CYC-RB18S. Spe I. BamH I 双 酶 切 质粒 pBluescript II SK (+) 以 及 
Upoly-PET-neo-CYC-RB18S 片段 ， 胶 回收 两 者 大 片段 , T4 连接 酶 连接 ,转化 大 肠 杆 菌 DH5 a ， 
第 选 阳性 克隆 测序 ， 选 择 测序 正确 者 菌 液 记 为 Ecoli-pSKII-pht-l, 相应 质粒 记 作 


pBlu2SKP-Pht 和 12-1。 
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LB18S、Ubi 连接 质粒 pBlu2SKP-Pht 人 入 12-1: &UÉ PCR 连接 LB18S、Ubi 两 片段 ， 胶 回收 
产物 记 为 LB18S-Ubi。Sac1、Not 1 双 酶 切 pSK ll-pht1、LB18S-Ubi， 胶 回收 两 者 大 片段 ，T4 XE 
接 酶 连接 ， 转 化 大 肠 杆菌 DH5 a ， 筛 选 阳性 克隆 测序 ， 测序 正确 者 记 为 Ecoli-pSKll-pht-2， 相 
应 质粒 记 作 pBlu2SKP-Pht^ 12-2. 


Pht12 连接 质粒 pBlu2SKP-Pht A 12-2: Spe I, Not I XX] pBlu2SKP-PhtAl2-2、pht12， 
取 两 者 大 片段 胶 回 收 。T4 连接 酶 连接 后 ， 转 化 大 肠 杆菌 DH5 a ， 算 选 阳性 克隆 测序 ， 测 序 正 


1.2.2 & i: Aux 
CD 抗 性 梯度 实验 


确 者 记 为 Ecoli-pBlu2SKP-Pht 信 12， 相 应 质粒 为 bBlu2SKP-PhtAl12， 即 为 所 构建 质粒 。 


设计 G418 浓度 梯度 100mg/L、200mg/L、300mg/L、400mg/L， 配 置 YPD 固体 平板 培养 基 ， 
ZURRA FRAJ G418 对 Schizochytrium sp. ATCC20888 的 最 低 抑 制 浓度 。 


(20 线性 化 质粒 


过 夜 培养 大 肠 杆 菌 Ecoli-pBlu2SKP-Pht 信 12， 提 取 质 粒 ，Xin2 I 线性 化 质粒 后 ， 胶 回收 
试剂 盒 回收 收 线性 化 质粒 。 


(3) 电击 转化 


取 指 数 生 长 期 的 裂 壶 菠 ， 电 转化 预 处理 后 ，10ul 线性 化 质粒 混合 80ul 感受 态 细胞 ， 静 
置 半 小 时 , 调节 电击 仪 参数 至 2. 1KV, 200 9 电击 。 电 击 后 细胞 加 YPD 培养 基 至 1ML, 转 入 1. 5ML 


28 度 培养 箱 中 


暗 培养 [13] ` 


(4) 传代 筛选 


每 3-5 天 ， 
培养 基 的 250m 


1.2.3 DNA 水 


对 抗生素 3 
锥 形 瓶 无 抗 性 传代 1 次 ， 七 天 后 ， 再 抗 性 


鉴定 转化 株 


离心 管 中 ，28C，180rpm 活化 2 到 3 小 时 ， 最 后 涂 匀 于 含 350mg/L 的 6418 固体 平板 中 ， 至 


F 板 上 长 出 的 菌落 划 线 传代 1 次 , 抗 性 平板 传代 3 次 ; 继而 含 200mlYPD 


平板 划 线 1 次 ， 如 此 连续 两 轮 ， 得 到 
初步 得 选 的 转化 株 《〈 在 得 选 过 程 中 人 为 售 去 虽然 抗 性 板 上 状态 好 ， 但 生物 量 低 的 藻 株 ) 。 


提取 初步 抗 性 筛选 获得 的 裂 壶 菠 转 化 株 的 DNA， 以 其 为 模板 ， 以 
Jh-F (CCAAAGCAAGGAACAGGTATGGACTTCGTO) / Jh-R (GCACACCCTCGTTTGACTCCACA TAGTGACAG) 为 引 
物 ， 扩 增 转 入 的 A12-desaturase Hr Et, Z4 1. 2kb， 以 筛选 转化 株 。 


1. 2. 4 RT-PCR 


鉴定 转化 株 


提取 转化 株 RNA， 反 转录 为 cDNA， 同 样 以 Jh-F/R 为 引物 ， 鉴 定 转化 株 在 RNA 水 平 是 否 


有 表达 ， 同 时 以 18S 作为 参考 ， 估 计 其 表达 水 平 。 


1.2.5 转化 株 产 量 的 测定 


C— 
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将 和 划 选 的 转化 株 种 子 液 及 野生 株 〈 约 5510 个 ml1) 以 1:20 的 比例 接种 至 含 200m1YPD 
培养 基 的 摇 瓶 中 ， 设 三 组 平行 ， 先 28'C,. 180rpm 摇 瓶 培养 4 天， 然后 23C，180rpm 培养 3 
天 ， 收 集 菠 体 ， 蒸 饮水 洗 两 遍 后 ， 冷 冻 干 燥 机 冻 千 ， 称 重 。 


1.2.6 气相 色谱 测定 油脂 含量 

BlighDyer 法 提取 转化 株 油脂 “， 以 37 脂肪 酸 甲 酯 混 标 为 标准 品 ， 安 捷 伦 气相 色谱 仪 
(7693A, America) 〈 所 火焰 检测 器 ，SUPELCO SP"-2560 film thinkness) 检测 油脂 成 分 ， 
检测 器 温度 280C， 进 样 量 lul, 分 流 比 1: 3， 柱 流量 lnl/min。 每 株 菠 的 油脂 含量 重复 测定 
三 次 。 


lim] 


2 结果 与 分 析 


2.1 质粒 构建 结果 
将 构建 质粒 所 需 的 各 片段 克隆 以 后 , 质粒 的 构建 过 程 主要 分 了 三 部 分 , 第 一 部 分 将 质粒 
pBluescript II SK (+) 与 片段 Upoly、PET、neo、CYC、RB18S 相连 ， 得 到 质粒 pBlu2SKP-Pht 
A12-1; 第 二 部 分 将 片段 LB18S、Ubi 连 介 入 质粒 pBIu2SKP-PhtA 12-1, 45 SE fer 
pBlu2SKP-Pht 信 12-2; 最 后 将 人 12-desaturase 酶 基因 pht12 连 介入 质粒 pBlu2SKP-Pht A 
12-2， 得 到 了 最 终 构建 的 质粒 pBlu2SKP-Pht 信 12。 每 次 加 入 新 片段 后 ， 送 公司 测序 ， 测 序 
无 误 后 进行 下 一 步 以 确保 最 终 构 建 质粒 的 正确 性 


o 


Upoly PET M neo CYC RB188 UP M NCR M UPNCR QUPNCRM PSKII QPSKII 


2 质粒 pBlu2SKP-PhtA 12-1 的 构建 


Fig.2 Construction of plasmid pBlu2SKP-Pht/A 12-1 
(UP: fragment of Upoly-PET; NR: fragment of neo-CYC-RB18S; UNPCR: fragment of Upoly-PET-neo-CYC-RB18S; QUNPCR: 
fragment of Upoly-PET-neo-CYC-RB18S after digestion of Spe I, BamH 1; PSKII: plasmid of pBluescript II SK (+); QPSKII: 


plasmid of pBluescript II SK (+) after digestion of Spe I, BamH 1; M:DL5000. ) 
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Ubi LB18S QUU M P-1 


图 3 质粒 pBlu2SKP-Pht A 12-2 的 构建 


Fig.3 Construction of plasmid pBlu2SKP-Pht/A 12-2 
CLU: fragment of LB18S-Ubi; QLU: fragment of LBI18S-Ubi after digestion of Sac I, Not I; P-1: plasmid of pBlu2SKP-Pht 


A12-1; QP-1: plasmid of pBlu2SKP-Pht/AA 12-1 after digestion of Sac I, Not I; M:DL5000.) 


M pht12 Qphti2 M P-2 QP-2 


图 4 质粒 pBlu2SKP-Pht 信 12 的 构建 


Fig.4 Construction of plasmid pBlu2SKP-Pht/A 12 
(Qphtl2:fragment of LB18S-Ubi after digestion of Spe I, Not I; P-2: plasmid of pBlu2SKP-Pht/AA 12-2; QP-2: plasmid 
of pBlu2SKP-Pht/A 12-1 after digestion of Spe I, Not I;P-3: plasmid pBlu2SKP-PhtA 12; QP-3: plasmid pBlu2SKP-Pht 


A12 after digestion of Xmn I; M:DL5000. ) 


2.2 电击 转化 结果 

抗 性 筛选 实验 结果 如 图 5 显示 ， 至 第 8 天 后 ，G418 浓度 在 300mg/L 以 下 时 不 能 有 效 抑 
制 裂 壶 藻 生 长 ，G418 浓度 在 300mg/L 时 有 数 个 克隆 长 出 ，G418 浓度 在 400mg/L 时 有 一 个 克 
隆 长 出 ， 综 合 考虑 提高 转化 株 的 阳性 率 及 生存 率 ， 选 择 350mg/L 作为 初步 筛选 浓度 。 
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无 抗 性  G418:100mg/L — G418:200mg/L 


G418:300mg/L G418:400mg/L 


5 抗 性 筛选 实验 结果 


Fig.5 Experimental results of resistance screening 
电击 转化 两 天 后 , 抗 性 板 上 开始 有 细小 单 克 隆 长 出 ,四 天 后 第 一 次 传代 ， 挑选 比 较 大 的 
克隆 ， 传 代 筛 选 以 后 ， 最 终 还 剩 15 株 转 化 株 。 男 外 ， 本 次 研究 中 发 现 ， 裂 壶 汇 的 生长 状态 
对 电击 转化 的 成 功率 具有 重大 影响 ， 指 数 生长 期 的 裂 壶 藻 转 化 率 明 显 高 于 平台 期 。 


2.3 DNA 鉴定 结果 

提取 转化 株 DNA 后 ， 以 Jh-F/R 为 引物 鉴定 转化 株 ， 得 到 了 两 株 阳性 株 ， 转 化 率 很 低 。 
说 明 裂 壶 党 本 身 具 有 很 强 的 清除 外 来 基因 的 倾向 ,虽然 过 了 连续 的 抗生素 筛选 , 但 只 有 两 株 
转化 成 功 。 


M $13 2 3. 4 5 6 7 8S 9 10.131 122 3.24 1359 CK 


6DNA 水 平 筛选 转化 株 


Fig.6 DNA level screening of transformants 


(the positive bands on 1.2kb are fragments of functional gene phtl2 amplified by primer Jh-F/R) 


2.4 RT-PCR 鉴定 结果 

以 18S 为 参照 ， 可 以 发 现 ,两 组 阳性 转化 株 在 RNA 水 平均 有 表达 ,转化 株 1 的 RNA 水 平 
要 高 于 转化 株 2。 此 外 ，qPCR 功能 基因 的 鉴定 选择 了 与 DNA 鉴定 相同 的 引物 ， 一 方面 是 为 了 
方便 ， 另 一 方面 ， 由 于 所 选 裂 壶 藻 虽 然 A12-desaturase 酶 活性 低 ， 但 相关 基因 极 有 可 能 
表达 ， 且 可 能 与 三 角 褐 指 藻 的 A 12-desaturase 同 源 性 较 高 ， 此 引物 已 在 DNA 鉴定 过 程 中 经 
过 验证 ， 可 在 本 株 汇 内 特异 性 扩 增 三 角 褐 指 汇 的 人 12-desaturase 片段 。 
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转化 株 1 转化 株 2 
185 H M 185 H 


1.8kb 
1.2kb 


1.8kb 
1.2kb 


图 7 转化 株 的 RT-PCR 结果 


Fig.7 RT-PCR results of the transformants 


(H: the fragment amplified by primer Jh-F/R, a part of the functional gene pht12. ) 


2.5 生物 量 测 定 结果 
通过 对 野生 株 及 转化 株 生物 量 的 初步 测定 ， 可 以 发 现 ,在 本 实验 条 件 下 ， 转 化 株 生 物 量 
较 野 生 株 有 提高 ， 转 化 株 1 生物 量 提 高 了 11. 14%， 转 化 株 2 生物 量 提高 了 4. 12%。 


R 2 野生 株 及 转化 株 的 生物 量 比较 


Table 2 Biomass comparison between the wild and thetransformants 


生物 量 干 重 g/L 
组 一 组 二 组 三 平均 重量 
转化 株 1 8.13 7.97 7.93 8. 01 
转化 株 2 7. 28 7. 32 7.81 7.49 
野生 株 17.12 7.18 7.28 7.19 


2.6 气相 色谱 结果 
取 所 提 油 脂 一 组 气相 色谱 分 析 图 如 下 ， 可 以 明显 看 出 转化 株 棕榈 酸 的 峰 面积 要 小 于 野 
生 株 ， 其 DHA 峰 面积 要 明显 大 于 野生 株 。 
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o 


图 8 转化 株 与 野生 株 的 气相 色谱 图 


Fig.8 Gas chromatograms of the transformants and the wild 


d 3 转化 株 与 野生 株 部 分 脂肪 酸 在 其 油脂 中 的 百 分 含 量 


Table 3Percentage content of fatty acids in the oil of the transformants and the wild 


转化 株 1/% ”转化 株 /2%。 ETER% 


棕榈 酸 (C16:0) 22. 02720 19. 78947 26. 70299 
硬 脂 酸 (C18:0) 0. 82123 0. 90567 1. 13169 


有 反 油 酸 (C18:1 (9) ) 0. 37645 0. 43127 0.74775 


亚 油 酸 (C18:2 (9,12) ) 1. 36318 1. 78281 0. 81834 
a- 亚 麻 酸 (C18:3n3) 0. 11395 0. 12157 0. 10589 
EPA (C20:5n3) 0. 41827 0. 33802 0. 4497 

DHA (C22 : 6 (DHA) ) 44.34088 42.54043 37. 10451 


注 : 


图 


表 中 数据 为 三 次 测量 的 平均 值 。 


表 3 为 根据 气相 结果 比 对 出 的 部 分 FAS 途径 合成 DHA 的 中 间 产 物 。 根据 表 中 数据 , 结合 
9， 可 以 发 现在 FAS 途径 合成 不 饱和 脂肪 酸 的 过 程 中 ， 由 和 A 12-desaturase 催化 的 反应 其 


底 物 反 油 酸 含量 减少 , 产物 亚 油 酸 含量 增加 ， as 肪 酸 棕榈 酸 、 硬 脂 酸 含量 减少 ， 

尤其 棕榈 酸 含量 减少 幅度 较 大 ， 转 化 株 1、2 分 别 较 野 生 株 减少 了 17. 51% 及 25. 89%; 下 游 的 
a -亚麻 酸 、EPA 变化 不 大 ，DHA 含量 较 野 生 株 明显 增加 ， 其 在 转化 株 1、 转 化 株 2 中 分 别 较 
野生 株 增加 了 19. 50% 及 14. 65%。 说 明 转 入 的 A12-desaturase 发 挥 了 作用 ， 其 催化 的 反应 


活 


性 增强 ， 同 时 使 FAS 途径 的 终 产物 DHA 含量 增加 。 
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7 x Malonyl-CoA 一 人 elongase 
16:0 —— —» 18:0 
Acetyl-CoA — (Palmitic acid) (Stearic acid) 
^9 desaturase 
A15 desaturase A12 desaturase 

18:3(9,12,15) ^ 4— — — — —— 18:2(9,12) «— — — ——— 18:1(9) 
(a - Linoleic acid) (Linoleic acid) (Oleic acid) 

l* 7-7-- A6 desaturase 7 7 -| 
18:4(6,9,12,15) 18:3(6,9,12) 

(YLinolenic acid) 

J*---- Elongase/s ---- > ll 

20:4(8,11,14,17) 20:3(8,11,14) 
«*---- A5desatlurase- - - 


20:5(5,8,11,14,17) — «4 —— — 20:4(5,8,11,14) 
(Eicosapentaenoic acid) n-3 desaturase (Arachidonic acid) 


|: pi Elongase/s - - - - * 
22:5(7,10,13,16,19) 22:4(7,10,13,16) 
= A4 desaturase- = = E 
22:6 (4,7,10,13,16,19) 22:5(4,7,10,13,16) 
(Docosahexaenoic acid ) (Docosapentaenoic acid) 
n-3 series n-6 series 


图 9 合成 多 不 饱和 脂肪 酸 的 FAS 途径 ” 


Fig.9 polyunsaturated fatty acidssynthesisof FAS pathway" 


3 讨论 

本 研究 经 过 构建 质粒 、 电 击 转化 、DNA 及 RNA 水 平 的 鉴定 ， 最 终 成 功 获得 了 两 株 稳定 的 
转化 株 。 两 株 转化 株 在 生物 量 及 DHA 含量 上 都 要 明显 优 于 野生 株 ,两 株 转化 株 之 间 也 有 明显 
差别 ， 转 化 株 1 生物 量 及 DHA 含量 要 优 于 转化 株 2， 其 RNA 表达 水 平 也 比 转化 株 2 高 ， 因 而 
推测 转化 株 间 生物 量 及 DHA 含量 的 差别 是 由 于 转 入 基因 的 拷贝 数 不 同 造成 的 , 此外, 整合 位 
点 的 不 同 也 会 造成 转化 株 之 间 的 差异 ""。 


裂 志 藻 本 身 具有 两 条 脂肪 酸 合成 途径 ,但 其 FAS 途径 由 于 某 个 或 某 类 酶 的 缺失 使 其 合成 
不 饱和 脂肪 酸 的 能 力 较 低 ， 本 研究 猜想 两 条 途径 如 果 都 能 高 效 工 作 , 其 油脂 中 不 饱和 脂肪 酸 
的 成 分 就 会 增加 ， 极 有 可 能 会 提高 其 油脂 中 DHA 的 含量 ， 最 终 证 明了 提高 Schizochytrium 
sp. ATCC20888 ^ 12-desaturase 的 表达 确实 有 助 于 提高 其 油脂 成 分 中 DHA 的 百 分 含量 , 证 实 
了 这 一 猜想 , 也 为 通过 增强 裂 壶 菠 生 成 不 饱和 脂肪 酸 的 FAS 途径 的 活性 以 增强 其 产 DHA 的 能 
力 提供 了 理论 及 技术 支持 。 


虽然 目前 我 们 获得 了 两 株 品 质 优良 的 转化 株 , 但 往往 生物 量 的 积累 与 生物 油脂 积累 并 不 
一 致 ， 而 且 工 业 化 的 应 用 涉及 到 高 密度 发 酵 ， 需 要 对 培养 基 及 发 醇 条 件 进行 进一步 优化 ， 只 
在 发 酵 过 程 中 既 要 保证 生产 的 低 成 本 ， 又 做 到 DHA 产量 的 最 大 化 ， 才 有 应 用 价值 。 
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